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論文内容要旨
 蛋白質のリン酸化・脱リン酸化反応は,様々な蛋白質の構造や機能を調節する重要な機構とし
 て知られている。特に,細胞の増殖,分化や癌化においては,細胞膜のレセプターを介した情報
 伝達系を支配することにより,中心的な役割を果しているものと考えられ,多くの研究がなされ
 てきた。
 蛋白質のリン酸化反応を触媒するプロテインキナーゼは,蛋白質のセリン/スレオニン残基を
 リン酸化するものと,チロシン残基をリン酸化するものとの2種類に分類され,現在までに数十
 種類見い出されている。プロテインキナーゼ活性は,増殖の著しい細胞のみならず,基本的に増
 殖しない神経系の細胞においても高いことが知られている。この事実は,神経系の細胞に特異的
 な生理機能の調節がリン酸化・脱リン酸化反応を介して行われていることを反映している。
 現在では,①神経細胞のインパルスの伝導率の変化,②シナプスにおける神経伝達物質の合成
 や分泌の調節,③受容体の感受性の調節,や④脳の記憶や学習の基礎をなしているシナプスの可
 塑性の調節等がリン酸化・脱リン酸化反応を介して行われていることが明らかとなっている。
 しかしながら,これら神経細胞に特異的な生理機能の調節を担うリン酸化酵素の種類に関する
 知見は乏しく,全ての生理活性の調節機構に関する説明はなされていない。
 著者は,①神経細胞膜由来の糖蛋白質の多くが神経細胞に特異的な蛋白質であること,また,
 ②神経細胞膜の糖蛋白質の多くがシナプスに分布していることなどの理由から,細胞膜由来の糖
 蛋白質画分に含まれるプロテインキナーゼとリン酸化蛋白質の解析を行い,従来知られているプ
 ロテインキナーゼとは性質の異なるプロテインキナーゼを見い出した。さらに,得られたキナー
 ゼの神経細胞における生理機能の解明を目的として,その精製法の確立と酵素の性質の解析を行っ
 た。
 マウス脳から常法に従って細胞膜画分を調節し,0.1%NP-40を用いて膜蛋白質を可溶化後,
 conA一セファロースカラムを用いてconA結合性糖蛋白質画分を調整した。さらに,ヒストン
 H1のリン酸化能を指標として,カゼインーアが口口スカラム,ヘパリンーカラム,WGA一ア
 ガロースカラム及びMonoQカラムを用いて分離・精製した。
 本キナーゼは,conAやWGAなどの特異性の異なるレクチンと結合することから糖蛋白質で
 あると考えられ,精製した酵素の分子量およびサブユニット構造を解析したところ,分子量45k
 の単量体であった。
 生化学的性質の検討から,本キナーゼは,①活性発現にcAMP,cGMPやCa2+などのセカン
 ドメッセンジャーを要求しないこと,②塩基性蛋白質のヒストンやエミリン塩基性蛋白質を強く
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 リン酸化するが,酸性蛋白質であるカゼインやフォスビチンはほとんどリン酸化しないこと,や
 ③フォスフォアミノ酸分析の結果,セリン/スレオニンキナーゼである事,等が明らかになった。
 また,本キナーゼはフォスファチジルセリンなどの酸性リン脂質やアラキドン酸やDHAなど
 の高度不飽和脂肪酸によって著しく活性が促進される性質を示し,酸性糖脂質であるガンダリオ
 シドのGM1やGTlbで活性が阻害される性質を示した。
 さらに,内部基質を検索したところ分子量52kDaの糖蛋白質が検出された。
 糖鎖を持つプロテインキナーゼとして,増殖因子受容体であるインシュリン受容体やEGF受
 容体などが知られているが,これらはいずれもチロシンキナーゼでありセリン/スレオニンキナー
 ゼで糖鎖を持つものは知られていなかった。今回見い出されたセリン/スンオニンキナーゼは精
 製した酵素がクレチンと結合することから糖蛋白質と考えられ,新しいタイプのキナーゼと考え
 られた。また,本キナーゼは,アラキドン酸やDHAなどの高度不飽和脂肪酸によって特異的に
 活性化される性質を示した。神経細胞ではアラキドン酸やDHAなどの高度不飽和脂肪酸によっ
 て,生理的な調節が行われていることが知られていることから,今回,マウス脳由来神経細胞の
 膜糖蛋白質画分から精製された45kDaのレクチン結合性セリン/スレオニンキナーゼが神経細
 胞において何等かの生理機能に関与しているものと考えられた。
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 審査結果の要旨
 本論文は,蛋白質のリン酸化反応を触媒するプロテインキナーゼの中で,これまで報告のない
 神経細胞に存在するレクチン結合性セリン/スレオニンプロテインキナーゼに関する研究結果を
 述べたものである。
 生体内の蛋白質のリン酸化や脱リン酸化反応は,種々のたんぱく質の機能調節因子として知ら
 れ,細胞の増殖等を支配する要因として重要な機構の一つである。本研究では,増殖や分化しな
 い神経系の細胞にも高いリン酸化活性が見い出されている点に注目し,神経細胞中のリン酸化活
 性の生理的意義を解明することを目的として,キナーゼの分離・精製と単離されたキナーゼの生
 化学的性状の検討を行っている。
 まず,マウス脳の細胞膜画分を可溶化後,ヒストンHlのリン酸化能を指標として,ConA一
 セファロースカラム,カゼインーアガロースカラム,ヘパリンーアガロースカラム,WGA一ア
 ガロースカラム及びMonoQカラム等を用いてキナーゼの分離を行った。
 得られたキナーゼは,分子量45kの単量体であり,レクチンとの結合性を有するため糖蛋白質
 であることを明らかにした。
 つぎに生化学的性質の検討を行い,精製されたキナーゼは,
 ①活性発現にcAMP,cGMPやCa2+などのセカンドメッセンジャーを要求しないこと,
 ②塩基性蛋白質のヒストンやミエリン塩基性蛋白質を強くリン酸化するが,産生蛋白質である
 カゼインやフォスビチンをリン酸化しないこと,
 ③セリン/スレオニンキナーゼであること,
 ④フォスファチジルセリンなどの酸性リン脂質,アラキドン酸やDHAなどの高度不飽和脂肪
 酸によって著しく活性が促進され,酸性糖脂質であるガンダリオシドのGMlやGTlbで活
 性が阻害されること,
 さらに,
 ⑤細胞内の分子量52kの糖蛋白質をリン酸化すること,
 等を明らかにした。
 糖鎖を持つセリン/スレオニンキナーゼの報告はこれまでなされておらず,本研究で見い出さ
 れたセリン/スレオニンキナーゼは新しいタイプのキナーゼと考えられる。
 神経細胞ではアラキドン酸やDHAなどの高度不飽和脂肪酸によって,生理的な調節が行われ
 ていることが知られているが,精製されたキナーゼは,これら化合物によって活性化されること
 から,本キナーゼの神経細胞の生理機能への関与が示唆される。
 以上のように,本研究は,マウス脳由来神経細胞の膜糖蛋白質画分から新規のレクチン結合性
 セリン/スレオニンキナーゼを精製・単離するとともに,その性状を検討し,神経細胞における
 キナーゼの生理的意義の解明に有意義な知見を明らかにしたものである。よって,本論文は学位
 授与に値するものと考える。
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